随着我国异基因造血干细胞移植（allo-HSCT）病例的急剧增加，无论是在HSCT前后检测到患者血清中的抗人类白细胞抗原（HLA）抗体，都是影响HSCT造血重建延缓、移植物抗宿主病（GVHD）发生及总生存率等的重要因素，尤其是抗供者特异性HLA抗体（DSA）[@b1]--[@b3]。近年国内移植中心相继开展了抗HLA抗体检测项目，但实验方法选择、DSA鉴定和判断、结果报告规范性及存在假阳性和假阴性结果的错误报告等问题，给抗HLA抗体检测项目的临床推广带来很多困惑。我中心开展抗HLA抗体检测已十多年，是国内首个获得美国组织相容性及免疫遗传学协会（ASHI）认证的HLA配型实验室。笔者通过对2例临床送检HLA抗体检测的结果分析，探讨抗HLA抗体检测的规范化和质量控制对临床诊疗的重要性。

一、病例

例1，男，26岁，诊断急性髓系白血病（AML）M~2a~，行HLA-8/10相合（A、C位点错配）单倍型造血干细胞移植（haplo-HSCT），移植后33 d因肠道GVHD伴血小板减少（PLT 8×10^9^/L）而送检抗体检测。混合抗体筛查实验结果显示：阴性对照（NC）=31，阳性对照（PC）=9 387，PC/NC=302，最高一个\#50微珠荧光强度（MFI）为190，故判读为抗体阴性；特异性抗体检测结果显示：HLA-DQ9、DQ8、DQ4、DQ7的MFI值分别为7 203、6 525、6 504、6 208，判读为HLA-Ⅱ类抗体阳性。以上两个实验结果不一致的原因：混合抗体筛查实验灵敏度低导致抗体检测的假阴性结果，而特异性抗体检测是判断抗体阳性的金标准。

例2，男，1岁，诊断湿疹血小板减少伴免疫缺陷综合征（WAS综合征），脐血干细胞移植前混合抗体筛查，NC=1 336，最高\#19微珠MFI值为1 056，\#97微珠MFI值为2 918，因NC背景值高，无法判断此实验结果为阴性或阳性，故采用吸附珠子吸附后再次检测，NC降至195。特异性抗体检测结果：HLA A25抗体的MFI值为18 781，B38抗体的MFI值为6 946，判读为HLA-Ⅰ类抗体阳性。造成实验中NC值高的原因是患者非空腹状态采血或血清中存在变性蛋白干扰检测结果。

以上两个病例提示，必须进行从样本采集开始的全流程质量控制，才能保证HLA抗体检测和结果分析符合临床诊断和治疗的要求。

二、重视抗HLA抗体检测的规范化

（一）HLA和HLA抗体

1．HLA：抗原分天然抗原、人工抗原、胸腺依赖和非胸腺依赖抗原、超抗原。天然抗原分自身抗原和异己抗原，在异己抗原中包括微生物及其代谢产物的异种抗原、异嗜性抗原、肿瘤抗原等。HLA为同种异体抗原，受控于主要组织相容性系统，异己HLA是引起移植物排异的主要移植抗原，且抗原性最强。

2．HLA抗体：抗体是生物学功能概念，是免疫应答中的重要产物，主要存在于体液中且具有免疫功能，抗体介导的免疫称为体液免疫。HLA抗体分为HLA-Ⅰ类抗体（包括HLA-A、B、C位点的抗体）和HLA-Ⅱ类抗体（包括DR、DQ、DP位点的抗体）两类。

3．抗体产生的原因：25%\~30%的患者在输血后产生抗体，其中90%\~95%为HLA抗体，5%\~10%为抗血小板抗体。女性妊娠后可产生抗HLA抗体，国内研究报告占10%\~15%，并且随着妊娠次数的增加，产生抗HLA抗体的比例增高[@b4]。

（二）检测抗HLA抗体的主要方法

国内外实验室主要采用以下四种方法检测HLA抗体：①微量补体依赖性细胞毒方法（CDC）；②酶联免疫吸附实验（ELISA）；③流式细胞术（FCM）；④免疫磁珠液相芯片（Luminex）技术。CDC法可迅速检测患者的HLA抗体，但需要分离供者细胞且敏感性低，且不能检测非补体激活的抗HLA抗体。ELISA方法无需分离细胞，敏感性也有所提高，可同时检出HLA-Ⅰ类和HLA-Ⅱ类抗体，但操作繁琐且费时，一次只能检测一个指标，故在临床应用中受到一定限制。FCM可同时筛选出抗HLA-Ⅰ类和Ⅱ类IgG、IgM抗体。该方法敏感性较高，但检测通量小，无法分辨抗体的特异性，可重复性和稳定性受技术人员的影响较大，故在临床未大规模应用。Luminex法具有高敏感性，高特异性，高通量，操作简便、快速和准确等优点，故被普遍应用于HSCT和器官移植领域，是ASHI推荐的抗HLA抗体检测方法。

（三）抗HLA抗体检测的初筛实验和确认实验

1．初筛实验：分混合抗体（Mix）初筛和群体反应抗体（PRA）筛查实验。混合抗体检测应用体外重组合成的抗原，可初步筛查患者血清中HLA-Ⅰ、HLA-Ⅱ类和MICA抗体。群体反应抗体（PRA）检测是应用人的不同细胞株制备混合抗原，筛选患者血清标本中HLA-Ⅰ类的HLA-A、B、Cw抗体类型和HLA-Ⅱ类的DR、DQ、DP抗体类型。应用以上两种初筛实验方法进行抗体检测是以抗体阳性或阴性报告实验结果，在初筛实验中会存在一些假阳性或假阴性的结果，故实验室对于一些可疑的实验结果必须采用抗HLA特异性抗体检测方法进行确认，另外初筛实验结果也是无法判读抗体的特异性及DSA分析。各个移植中心在决定采用混合抗体或群体反应抗体检测的方法进行抗HLA抗体初筛的同时，实验室必须先建立判断抗体阳性的cut off值，而不能把cut off值直接设定MFI值小于500为阴性。

2．确认实验：应用来源于人的一种细胞株制备纯化的抗原进行HLA特异性抗体（SAB）检测，可明确初筛实验中可疑阳性结果，更主要是分辨血清标本中HLA抗体特异性和MFI强度。如患者血清中检测到HLA-Ⅰ类抗体中的A2、B46、Cw1和HLA-Ⅱ类抗体中的DR7、DQ2、DP4抗体，根据供者的HLA基因分型结果分析其细胞表面抗原类型，从而判断患者血清中抗体是否为DSA、非DSA、交叉反应或天然抗体，以及当患者血清中抗体的MFI大于8 000时，临床上可作为移植的高危因素进行抗体清除治疗[@b1]。因此，HLA特异性抗体检测方法是当供患者拟进行HLA错配移植时，鉴定预存或新生DSA及危险度的金标准[@b5]。苏州大学附属第一医院HLA配型实验室应用MFI值判断抗HLA抗体检测结果的cut off值见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 苏州大学附属第一医院HLA配型实验室判断抗HLA抗体检测结果的荧光强度（MFI）值

  指标               混合抗体筛查    群体反应抗体筛查（HLA-Ⅰ、HLA-Ⅱ）   特异性HLA抗体（HLA-Ⅰ、HLA-Ⅱ）       DSA或NDSA       
  ---------------- ---------------- ---------------------------------- ------------------------------- -------------------- -------------------
  可接受阴性对照        \<300                     \<300                             \<300                     \<300         
  阴性                  \<500                     \<300                             \<500                    \<1 000        
  可疑阳性^a^        \>500～1 000              \>300～1 000                      500～1 000                1 000～2 000        500～1 000^b^
  阳性              \>1 000～3 000            \>1 000～3 000                    1 000～5 000              \>2 000～5 000      \>1 000～3 000
  中等阳性          \>3 000～8 000            \>3 000～5 000                    5 000～8 000              \>5 000～8 000      \>3 000～5 000
  强阳性               \>8 000                   \>5 000                           \>8 000              \>8 000～10 000^c^   \>5 000～8 000^b^

注：DSA：抗供者特异性HLA抗体；NDSA：非供者特异性HLA抗体。^a^ HLA-Ⅰ、Ⅱ类微珠包被抗原强弱不同，约50％以上MFI值处于可疑阳性范围经HLA特异性抗体检测确认为抗体阳性[@b2]，^b^当抗体的MFI值\>10 000时需将血清重新稀释后再次检测，当患者从移植前抗体阴性转变成阳性，即使其抗体MFI值处于判断可疑阳性范围时，也需要提示临床密切随访；^c^当患者移植前后DSA的MFI值\>8 000或持续阳性，需要临床重视且视病情危重情况进行抗体清除处理

三、检验前、中、后的质量控制是保证HLA抗体检测结果正确性的关键

（一）检验前的质量控制

1．样本采集、处理和保存的要求：患者空腹，采用促凝管采集外周血2\~3 ml，混匀后短暂室温放置，溶血及脂血样本时必须重新采集。在收到新鲜血液标本后2 500 r/min（离心半径8 cm）离心5\~10 min，离心后的标本不能含有任何颗粒或残存纤维蛋白，吸取上层血清至1.5 ml离心管中，在−20 °C冰箱中保存不超过1个月。推荐在抗体检测前将血清置于−80 °C冰箱冻存，并将血清以15 000 r/min（离心半径6.5 cm）离心10\~15 min。

2．样本核收和查询临床信息：双人核对样本来源及相关信息，针对治疗或移植前后送检的样本，特别需要查询临床信息（潜在供者的HLA基因分型结果、治疗时间和方案等），以便在分析实验结果和发报告单时判断是否存在DSA并给予必要的提示。

（二）试剂的质量控制（质控）

实验室对所有收到的试剂均需进行质控，试剂质控通过才可用于临床检测。在试剂收样表中记录收到试剂的时间、数量、质控的时间、使用时间、过期时间、使用完毕的时间及工作人员签名。通过质控后的试剂要贴有质控标识、标记试剂数量、试剂盒上有打开时间和技术人员的签名。实验室进行试剂质控样本的数量可根据各个移植中心的每年度检测抗体的标本数量决定。

当实验室收到新批号的抗体试剂时，需要根据试剂公司提供的说明书核对与前一批次试剂的异同点（抗原类型、细胞株来源、微珠编号的变化等）。对于不同批号、相同批号不同到货时间试剂必须进行质控，而对于相同批号和到货时间而订购多支试剂的情况，推荐在实验室内部进行重复性和稳定性评估后再作决定。

（三）仪器的维护和校正

实验室应用Luminex或FCM进行抗体检测，必须建立严格的仪器维护和校正体系，因仪器的激光信号系统、光路系统、数据收集系统均可直接影响抗体检测结果，因此，每个月都必须采用标准微珠校正试剂进行仪器月维护，而每半年由专业工程师对仪器进行维护和校正。修复后的仪器必须选择至少3个不同MFI值临床样本进行检测，比对和判断仪器维修前后的检测结果是否在可接受范围。

（四）室内质控和室间质评

将HLA抗体检测结果导入分析软件后，首先分析NC、PC的MFI值，PC/NC比值，填写实验室内部质控记录表，并建议移植中心制定实验室内部的NC、PC可接受范围。

实验室在每批样本检测中，可采用两个不同水平的已知实验结果标本作为室内质控标本。质控标本覆盖整个实验全过程，可判断是否发生样本混淆、样本污染、技术人员操作失误造成假阳性或假阴性结果、评估仪器操作人员的稳定性和重复性，一旦发生上述错误，该批临床检测样本必须重新检测。

因目前国内还没有机构可以提供抗HLA抗体检测的室间质控品，故推荐可选择ASHI、美国医师协会（ACP）、美国UCLA大学免疫遗传中心提供的抗体质控血清作为实验室的外部质控标本，以此评估该实验室在抗体检测方面的实验操作、结果分析和判断的水平。ASHI对于抗HLA抗体熟练检测（PT）合格的评判标准：该实验室与其他世界上各个中心上报结果的符合率达到80%以上。本实验室已经连续3年上报ASHI的PT结果均达到上述要求。

（五）技术人员的培训

由于抗HLA抗体检测受到技术人员能力和水平影响较大，故必须由经过Luminex相关技术及HLA基因分型培训的高年资技术人员操作。实验室至少需要专业培训3名技术人员从事抗体检测，技术人员经过个人重复性和稳定性、技术人员之间的重复性和误差性培训后，方可参与临床检测。实验室的技术人员应每年至少接受1次实验操作和解决问题能力的考核。

（六）报告单的规范化

在HLA抗体报告单中除了必须包括患者的基本信息、临床诊断、移植时间、清除抗体治疗时间、送检时间、检测试剂、实验方法外，还需要报告患者初次检测抗体的时间和结果、患者随访过程中抗体检测的时间和结果、抗体筛查的结果、特异性抗体的结果分析，以及实验结果的解释和说明，便于临床医生理解。

（七）影响抗HLA抗体检测结果分析关键因素

1．设立判断抗体阳性的cut off值：由于各个实验室选择检测方法、选用的抗原来源和类型不同，故必须建立本实验室判断抗体阳性和划分抗体强度的cut off值。无论应用何种检测方法检测抗体，在判断抗体结果中都会存在一些模棱两可的cut off值灰区，因此，在抗体报告单中必须备注说明，建议临床进行确认实验以明确抗体是否为阳性，实验室也可以采用两种以上的试剂复查抗体结果。

2．设定样本阴性对照可接受的MFI值：样本阴性对照值过高，可对检测结果造成干扰，导致假阴性、假阳性结果。推荐选择以下方法降低NC背景值：冷冻血清经超速离心去除血清中的脂肪微粒；将血清使用样品稀释缓冲液包被吸附；使用吸附珠子包被，吸附后的血清再重新检测抗体，推荐使用珠子吸附的办法降低阴性对照值。如果实验室对于同一份血清标本采用两种试剂检测后阴性对照背景值高低不一致时，此情况绝大多数为技术人员洗板不净或洗涤强度不足所致。

3．因抗原和抗体的结合达到一定的饱和度时无法正确检测到抗体的MFI值，故当患者血清中抗体的MFI值\>10 000时，须对血清进行稀释后再检测和分析抗体强度。

4．患者在移植前后抗体动态监测中一旦发现抗HLA抗体结果发生变化，特别是对于接受HLA错配供者移植的患者，即使是抗体MFI值处于实验室判断结果的cut off值灰区，也需要在报告单中进行备注，以便临床综合分析和重视。

四、抗HLA抗体检测的临床价值

1．植入失败：无论供患者HLA基因分型是否相合，患者血清检测到直接针对供者抗原的DSA是影响移植植入的重要因素。对脐血移植和非血缘供者造血干细胞移植的多因素研究发现，DSA阳性患者植入失败发生率比DSA阴性患者显著升高[@b6]--[@b7]。

2．造血重建延缓：移植前血清中检测到高MFI值的HLA抗体，特别是DSA阳性与移植后粒系、巨核系造血重建延缓有密切关系。若患者移植前无HLA抗体而移植后新生抗体，即使是低MFI值DSA和NDSA也是影响巨核系造血重建延缓重要因素之一[@b7]--[@b8]。因此，抗HLA抗体是引起移植后粒系和巨核系造血重建延缓的不良因素。

3．GVHD：以往研究表明：抗HLA-Ⅰ类抗体阳性儿童再生障碍性贫血患者HSCT后急性GVHD发生率较高[@b2]。移植前抗HLA抗体阳性患者移植后Ⅱ\~Ⅳ度急性GVHD发生率显著高于阴性组，而且移植前后动态随访过程中抗HLA抗体持续阳性的患者，慢性GVHD的发生率高于其他患者[@b8]。

4．生存：移植前抗HLA抗体阳性患者移植后治疗相关死亡率升高、总生存率下降，这可能是抗体通过参与植入失败、GVHD等多项环节导致。我们以往研究发现，抗HLA抗体对AML/骨髓增生异常综合征（MDS）患者移植后生存的影响较急性淋巴细胞白血病患者显著[@b9]。2012年NMDP和CIBMT提供的选择无关错配allo-HSCT或脐血移植指导方针指出：移植前应常规进行抗HLA抗体检测和DSA分析[@b9]。2018年EBMT发布了在haplo-HSCT中进行DSA检测和治疗的指导原则[@b10]。

5．对造血干细胞供者筛查抗HLA抗体的意义：若患者移植前HLA抗体阴性、供者为HLA抗体阳性，移植后早期检测到抗HLA抗体，且抗体种类与供者体内的抗体相似，提示移植后患者体内的抗HLA抗体为供者来源的致敏细胞分泌产生。这部分抗体的产生和消失有一定的规律，一般移植后1周之内逐渐上升，10\~21 d达峰值，随后逐渐下降，这部分抗体的存在是患者移植后血小板无效输注的原因之一[@b11]。

6．持续抗HLA抗体阳性患者的HLA抗体检测频率：对于移植前HLA抗体强阳性和存在DSA的患者、移植前后抗体持续阳性的患者、移植后发生巨核系造血重建延缓和GVHD等不良事件的患者，以及在抗体干预治疗前后，都需要密切观察并进一步分析HLA抗体特异性及MFI值的变化，便于评估治疗的有效性和及时调整治疗方案[@b12]--[@b14]。建议在移植后每月检测1次抗体水平，对于抗体阳性患者可增加检测的时间点，并分析抗体的特异性和MFI值的变化。

移植前HLA抗体MFI值\>10 000或DSA\>8 000以上的患者，必须进行清除抗体治疗。清除抗体治疗有效的标准是MFI值下降到可接受范围。特别是脐血移植和haplo-HSCT，其植入失败的发生率明显升高[@b9]，必要时须重新选择供者，而针对再生障碍性贫血患者即使在移植前检测到低MFI值DSA也是不能接受的[@b2],[@b8]。

总之，对于供患者HLA不完全相合的HSCT，在移植前后患者血清中检测到高MFI值的DSA是影响移植的重要因素，各移植中心已经将检测抗HLA抗体作为HSCT必查项目。制定抗HLA抗体检测的相应标准，以确保HLA抗体检测结果的准确性任重而道远。
